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Abstract 



The invention relates to a method for preparing samples for detecting a nucleotide sequence by polymerase chain 
reaction (PCR), according to which a) an analysis solution is filled into at least one cavity (2) provided for in a support 
(1); b) a lid (3) configured complementary to the shape of the cavity (2) is placed onto the support (1) in such a way that 
the analysis solution is pushed at least partly into a gap (S) formed between the cavity (2) and the lid (3); and c) the gap 
(S) is sealed by means of at least one seal (5, 12) provided for near an opening in the cavity (2) 
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Die folgenden Angaben aind den vom Anrnelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(5) Verfahren und Vorrichtung zum Nachweis einer in einer Probe ggf. enthaltenen Nukleotidsequenz 

® Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis ei- 
ner in einer Probe ggf. enthaltenen Nukleotidsequenz mit- 
tels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR), wobet 

a) eine Nachweislosung in mindestens eine an einem Tra- 
ger 1 vorgesehene Kavitat 2 gefullt wird, 

b) ein zur Form der Kavitat 2 komplementar ausgebildeter 
Deckel 3 so auf den Trager 1 gesetzt wird, daB die Nach- 
weislosung zumindestteilweise in einen zwischen der Ka- 
vitat 2 und dem Deckel 3 gebildeten Spalt S verdrangt 
wird und 

c) der Spalt S durch mindestens eine in der Nahe einer 
Offnung der Kavitat 2 vorgesehene Dichtung 5, 12 abge- 
dichtet wird. 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung 
zum Nachweis einer in einer Probe ggf. enthaltenen Nukleo- 
tidsequenz mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR). 5 

Aus der US 5,455,175 ist ein sogenannter Thermocycler 
bekannt, mit dem eine Mehrzahi an fliissigen biologischen 
Proben zur Durchfiihrung der PCR wiederkehrend einem 
vorgegebenen Temperaturprofil ausgesetzt werden kann. 
Um die erforderliche Zeit fur die Temperaturbehandlung zu io 
verkiirzen, ist hier jeweils ein kleines Volurnen der biologi- 
schen Proben in einer dunnwandigen Glaskapillare aufge- 
nomraen. Dazu muB jede Probe einzeln in die Kapillare ab- 
gefullt und anschiieBend eingeschweiBt werden. Das ist 
zeitaufwendig. 15 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile 
nach dem Stand der Technik zu beseitigen. Insbesondere 
sollen ein Verfahren und eine Vorrichtung angegeben wer- 
den, mit denen bei der PCR der Zeitaufwand zur Probenvor- 
bereitung verringert wird. Weiteres Ziel der Erfindung ist 20 
eine vereinfachte und verbesserte, insbesondere in Echtzeit 
erfolgende Detektion sowie eine Steigerung der Sensitivitat, 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspriiche 1 
und 14 gelost. ZweckmaBige Ausgestaltungen ergeben sich 
aus den Merkmalen der Anspruche 2 bis 13 und 15 bis 43. 25 

Nach MaBgabe der Erfindung ist ein Verfahren zum 
Nachweis einer in einer Probe ggf. enthaltenen Nukleotidse- 
quenz mittels Polymerase-Ketten-Reaktion vorgesehen, wo- 
bei 

30 

a) eine Nachweislosung in mindestens eine an einem Trager 
vorgesehene Kavitat gefiillt wird, 

b) ein zur Form der Kavitat komplementar ausgebildeter 
Deckel so auf den Trager gesetzt wird, daB die Nachweislo- 
sung zumindest teilweise in einen zwischen der Kavitat und 35 
dem Deckel gebildeten Spalt verdrangt wird und 

c) der Spalt durch mindestens eine in der Nahe einer OfF- 
nung der Kavitat vorgesehene Dichtung abgedichtet wird. 

Mit dem vorgeschlagenen Verfahren wird die Zeit zur 40 
Probenvorbereitung erheblich verkiirzt. Der Vorgang des 
EinschweiBens der Probenlosung in eine Kapillare entfallt, 

Der Nachweislosung kann ein erster und/oder zweiter Pri- 
mer zugesetzt sein. Es wird als besonders vorteilhaft angese- 
hen, daB ein dritter Primer, vorzugsweise mit seinen 5'-ter- 45 
minalen Ende, an die in die Kavitat ragende Innenseite des 
Deckels gebunden ist. Auf diese Weise ist es moglich, eine 
ggf. in einer Probe enthaltene Nukleotidsequenz an den drit- 
ten Primer anzulagern. Das kann besonders einfach durch 
Eintauchen der Innenseite des Deckels in die Probe erreicht 50 
werden. Femer kann die amplifizierte Nukleinskure nach 
AbschluB der Amplifikationszyklen durch Binden an den 
dritten Primer an der Innenseite angereichert werden. Die 
Anreicherung wird zweckmaBigerweise durch Anlegen ei- 
nes elektrischen Felds durchgefuhrt. Unter dem EinfluB ei- 55 
nes elektrischen Felds wird die Nukleotidsequenz in Rich- 
tung des dritten Primers bewegt. 

Zum Nachweis des Vorliegens der gesuchten Nukleotid- 
sequenz wird zweckmaBigerweise die Nachweislosung und/ 
oder einer der Primer auf deren Fluoreszenzeigenschaften 60 
untersucht. Bei Anlagerung der nachzuweisenden Nukleo- 
tidsequenz an einen der Primer kann eine Veranderung der 
fluorogenen Eigenschaften der in der Nachweislosung be- 
findlichen StofFe erfolgen. Vorteilhafterweise ist bei Anlage- 
rung der nachzuweisenden Nukleotidsequenz an einen der 65 
Primer eine raurnliche Beziehung zwischen zwei fluoropho- 
ren Gruppen so anderbar, daB eine Ruoreszenzreaktion er- 
zeugt-, ander- oder aufhebbar ist. 



Nach einer weiteren Ausgestaltung wird die Nachweislo- 
sung zyklisch aufgeheizt und abgekuhlt. Ein typischer Tem- 
peraturzyklus besteht aus einem ersten Aufheizen der Nach- 
weislosung auf 90 bis 92°C, einem Abkuhlen auf 50 bis 
55°C sowie einem zweiten Aufheizen auf 72 bis 75°C. Wah- 
rend des ersten Aufheizens erfolgt eine Denaturierung, wah- 
rend des Abkiihlens die Renaturierung und wahrend des 
zweiten Aufheizens die Synthese der Nukleotidsequenz. 
Der vorgenannte Zyklus wird etwa 30 mal wiederholt. 

Das Aufheizen kann mittels Licht, vorzugsweise Infrarot- 
strahlung, einer Widerstandsheizung oder durch Umspiilen 
der Kavitat mit einem Gas oder einer Fliissigkeit durchge- 
fuhrt werden. Ein schnelles Abkuhlen wird zweckmaBiger- 
weise durch Umspiilen der Kavitat mit einem Gas, z. B. 
Luft, oder einer Fliissigkeit oder mittels eines Peltierele- 
ments durchgefuhrt. 

ErfindungsgemaB ist ferner eine Vorrichtung zum Nach- 
weis einer in einer Probe ggf. enthaltenen Nukleotidsequenz 
mittels Polymerase-Ketten-Reaktion vorgesehen, mit 

a) einem Trager, mit mindestens einer Kavitat, 

b) einem zur Kavitat komplementar ausgebildeten 
Deckel, der so auf den Trager aufsetzbar ist, daB eine in 
der Kavitat aufgenommenen Nachweislosung zumin- 
dest teilweise in einen zwischen der Kavitat und dem 
Deckel gebildeten Spalt verdrangbar ist und 

c) einer in der Nahe einer Offhung angeordneten Dich- 
tung zum Abdichten des Spalts. 

Die vorgeschlagene Vorrichtung erlaubt eine zeitsparende 
Probenvorbereitung . 

Vorteilhafterweise ist eine Einrichtung zum zyklischen 
Aufheizen und Abkuhlen der Nachweislosung vorgesehen. 
Femer kann eine Einrichtung zum Untersuchen der Fluores- 
zenzeigenschaften der Nachweislosung und/oder einer der 
Primer vorgesehen sein. 

Der Trager kann aus einem lichtdurchlassigen Material, 
vorzugsweise aus Glas oder Kunststoff, hergestellt sein. Die 
Kavitat ist zweckmaBigerweise abschnitts weise planar aus- 
gebildet; sie weist vorzugsweise einen ebenen Boden und 
eine konisch zur Offhung sich erweiternde umlaufende Sei- 
tenwand auf. Auf dem Trager und/oder an der Innenseite des 
Deckels kann an zwischen den Kavitaten bzw. an der Innen- 
seite des Deckels angeordneten Vorspriingen befindlichen 
Abschnitten eine weitere Dichtung vorgesehen sein. Die 
weitere Dichtung kann ebenso wie die Dichtung z. B. aus 
Gummi, Silikon, Teflon oder anderen geeigneten Materia- 
lien hergestellt sein. 

Es wird als besonders vorteilhaft angesehen, daB der Tra- 
ger 96 Kavitaten und der Deckel 96 zur Form der Kavitaten 
komplementare Vorspriinge aufweist. So kann der Trager 
beispielsweise in etwa die Dimension einer herkommlichen 
96-Napf-Mikrotiterplatte aufweisen. Selbstverstandlich 
kann der Trager auch Bruchteile oder ein Vielfaches der vor- 
genannten Kavitatenanzahl aufweisen. 

Nach einer weiteren Ausgestaltung kann der Deckel aus 
einem elektrisch leitfahigen Material, vorzugsweise aus ei- 
nem Kunststoff, hergestellt sein. Der Trager kann eine, vor- 
zugsweise aus Platin hergestellte Elektrode aufweisen, so 
daB zwischen dem Deckel und dem lrager ein eiektrisches 
Feld angelegt werden kann, durch das in der Nachweislo- 
sung enthaltene Nukleotidsequenz auf die Innenseite bewegt 
und durch Feldinversionzyklen angereichert werden kon- 
nen. 

Der Kunststoff kann ein Polycarbonat, ein Trimenthylt- 
hiophen, Triaminobenzol und/oder ein Polycarben enthal- 
ten, und die Innenseite des Deckels kann zumindest ab- 
schnittsweise mit einer biomolekulbindenden Substanz ver- 
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sehen sein. Dabei kann die Bindung der Nukleotidsequenz 
zum Kunststoff durch Streptavidin oder Avidin vermittelt 
werden. 

Der Nachweislosung ist vorteilhafterweise ein erster und/ 
oder zweiter Primer zugesetzt. Als besonders vorteilhaft 5 
wird angesehen, daB an der der Kavitat zugewandten Innen- 
seite des Deckels ein dritter Primer, vorzugsweise mit einem 
5-terminalen Ende, gebunden ist. Das ermdglicht eine Ent- 
fernung der amplifizierten Nukleotidsequenz aus der Nach- 
weislosung. 10 

Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal ist ein zum 
Anregen von Huoreszenz zwischen dem Boden und der In- 
nenseite des Deckels dienendes Mittel vorgesehen. Vom 
Mittel zum Anregen stammende Strahlung kann auf die In- 
nenseite des Deckels fokussierbar sein. Das ist insbesondere 15 
dann von Vorteil, wenn die Nukleotidsequenz iiber den drit- 
ten Primer an die Innenseite gebunden ist. Das Mittel zum 
Anregen von Huoreszenz wird zweckmafiigerweise von ei- 
ner Laserdiode erzeugt. Es handelt sich in diesem Fall also 
um Laserlicht. Eine Anregung der Boden des Trager kann 20 
auch durch einen sogenannten "gaily- mode" Laser (Science, 
1998, 280, p 1501, 1544 ff.) in einer vorgegebenen Weise 
gleichzeitig oder sukzessive erreicht werden. 

Ferner konnen eine Einrichtung zur Detektion der Huo- 
reszenz, eine Einrichtung zur Auswertung der beobachteten 25 
Huoreszenz und eine Einrichtung zum Bewegen des Tragers 
relativ zum Mittel zum Anregen der Huoreszenz unaVoder 
zur Einrichtung zur Detektion vorgesehen sein. AuBerdem 
kann ein facettenaugenartiges Mittel zu separaten Anregung 
und/oder Detektion der Fluoreszenz zwischen jedem Boden 30 
und der Innenseite des dazugehorigen Deckels vorgesehen 
sein. Dadurch wird weiter Analysenzeit eingespart. 

Der Deckel und/oder der Trager sind zweckmafiigerweise 
zumindest abschnittsweise schwarz gefarbt, so daB darauf 
abgestrahlte Warme wirkungsvoll absorbiert wird. Sie be- 35 
stehen insbesondere aus einem hoch warmeleitfahigen Ma- 
terial. 

Ferner kann eine Einrichtung zum zyklischen Aufheizen 
und Abkuhlen der Nachweislosung vorgesehen sein, wobei 
zum Beheizen vorteilhafterweise ein Mittel zur Erzeugung 40 
von Licht, vorzugsweise Infrarotstrahlung, eine Wider- 
standsheizung oder ein Mittel zum Umspulen der Kavitat 
mit einem Gas oder einer Hussigkeit vorgesehen ist. Femer 
ist zweckmafiigerweise ein Mittel zum Abkuhlen vorgese- 
hen, wobei die Abkuhlung vorzugsweise durch Umspulen 45 
der Kavitat mit einem Gas oder einer Hussigkeit oder mit- 
tels eines Peltierelements erzielt wird. 

Zur Verbesserung der Warmeleitfahigkeit bei gleichzeitig 
guter Transparenz kann der Trager einen aus einem Glas 
hergestellten Boden aufweisen. Die Dichtung ist zweckma- 50 
Bigerweise durch eine an der, vorzugsweise aus Kunststoff 
hergestellten, Seitenwand umlaufende Ausnehmung und ei- 
nen dazu komplementaren, am Vor sprung vorgesehenen 
umlaufenden, formschlussig in die Ausnehmung einrastba- 
ren Wulst gebildet. Die Dichtung ist zweckmafiigerweise 55 
bei einem Druckanstieg in der Kavitat, z. B. durch Tempera- 
turerhohung, selbstabdichtend, indem der Wulst gegen die 
Ausnehmung gedruckt wird. Das Aufbringen oder Abheben 
des Deckel laBt sich durch eine hohe Flexibility der zwi- 
schen den Vorsprungen liegenden Abschnitte durch leichtes 60 
Biegen besonders einfach bewerkstelligen. 

Schliefilich wird ein Kit zur Durchfuhrung des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens beansprucht, mit 

a) einem Trager mit mindestens einer Kavitat und 65 

b) einem zur Kavitat komplementar ausgebildeten 
Deckel, der so auf den Trager aufsetzbar ist, dafi eine in 
der Kavitat aufgenommene Nachweislosung zumindest 



teilweise in einen zwischen der Kavitat und dem Dek- 

kel gebildeten Spalt verdrangbar ist und 

c) eine mindestens einen ersten Primer enthaltenden 

Nachweislosung. 

Die Nachweislosung kann einen zweiten Primer enthal- 
ten. Ein dritter Primer kann, vorzugsweise mit seinem 5-ter- 
minalen Ende, an eine der Kavitat zugewandte Innenseite 
des Deckels gebunden sein. 

Nachfolgend werden Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung 
anhand der Zeichnung naher erlautert. Es zeigen: 

Fig, 1 eine schematische Querschnittsansicht durch eine 
erste Vorrichtung, 

Fig. 2 die Vorrichtung gemaB Fig. 1 bei Anregung und 
Detektion, 

Fig. 3 eine schematische Querschnittsansicht einer zwei- 
ten Vorrichtung bei Anregung und Detektion, 

Fig 3a eine schematische Querschnittsansicht der Vor- 
richtung gemaB Fig. 3, 

Fig. 4 eine schematische Teilquerschnittsansicht einer 
dritten Vorrichtung, 

Fig. 5 eine schematische Querschnittsansicht einer Dich- 
tung und 

Fig. 6 die Querschnittsansicht nach Fig. 5 im nicht einge- 
rasteten Zustand. 

In Fig. 1 weist ein Trager 1 mehrere Kavitaten 2 auf. Ein 
Deckel 3 ist an seiner Innenseite I mit mehreren Vorsprun- 
gen 4 versehen. Die Vorsprunge 4 weisen eine zur Kavitat 2 
komplementare Form auf. Zwischen einem Boden B der Ka- 
vitat 2 und dem parallel verlaufenden gegenuberliegenden 
Vorsprung 4 ist ein Spalt S gebildet. Die Kavitat 2 ist des 
weiteren durch eine sich vom Boden B zur Offhung der Ka- 
vitat 2 hin konisch offnende umlaufende Seitenwand SW 
begrenzt. Der zwischen dem Vorsprung 4 und der Kavitat 2 
gebildete Spalt S weist eine Breite von hochstens 1 mm auf. 
In der Nahe der Offhung der Kavitat 2 ist eine Dichtung 5 
vorgesehen. Mit 6 ist eine im Deckel 3 eingegossene Elek- 
trode bezeichnet. Der Trager 1 kann eine (hier nicht darge- 
stellte) Gegenelektrode aufweisen. 

In Fig. 2 ist die Vorrichtung nach Fig. 1 bei der Anregung 
und Detektion gezeigt. Mit 7 ist schematisch eine optische 
Einrichtung zum Anregen der im Spalt S aufgenommenen 
Nachweislosung bezeichnet. Dabei handelt es sich um ein 
facettenaugenartiges Mittel, mit dem mehrere oder alle Ka- 
vitaten 2 gleichzeitig z. B. mit Laserlicht beaufschlagt wer- 
den konnen. Die optische Einrichtung 7 ist auf die dem Bo- 
den B gegenuberliegende Innenseite I des Deckels 3 fokus- 
siert. Mit 8 ist ein Huorometer bezeichnet. Auch das Huoro- 
meter 8 kann mit einem facettenaugenartigen Mittel verse- 
hen sein, so daB die von mehreren oder alien Kavitaten 2 
ausgehende Huoreszenz nachweisbar ist. Gegen iiber dem 
Trager 1 befinden sich eine Infrarotstrahlungsquelle 9 sowie 
ein Ventilator 10. 

Die Fig. 3 und 3a zeigen eine zweite Vorrichtung im sche- 
matischen Querschnitt. Dabei ist die Infrarotstrahlungs- 
quelle 9 gegeniiber dem Deckel 3 angeordnet. Der Deckel 3 
ist aus einem schwarzen Material hoher Warmeleitfahigkeit, 
z. B. einem Glas oder Metall, hergestellt. Zur besseren Ab- 
sorption ist der Deckel 3 auf der der Innenseite I gegenuber- 
liegenden AuBenseite A mit einer schwarzen Farbe be- 
schichtet. Die erste Dichtung 5 ist als selbstabdichtende 
Rastverbindung ausgebildet. Eine zweite Dichtung 12 in der 
Nahe des Offnungsrands der Kavitat 2 besteht aus Gummi 
oder elastischem Kunststoff. Sie ist zwischen der Innenseite 
I des Deckels 3 und einer Oberseite O des Tragers 1 vorge- 
sehen. Eine in der Kavitat 2 aufgenommene Nachweislo- 
sung ist bei geschlossenem Deckel 3 in einen zwischen der 
Seitenwand SW und einer gegenuberliegenenden Mantelfla- 
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che MF des Vorsprungs 4 befindlichen Spaltabschnitt SA 
verdrangt. 

Auch in Fig, 4 ist der Trager 1 komplementar zum Deckel 
3 geformt. Er ist ebenfalls aus einem Material hoher War- 
meleitfahigkeit hergestellt. Der Boden B ist aus einem trans- 
parenten Material, z. B. einem Glasfenster 11, gebildet. 

In Fig. 5 ist in einer schematischen Teilquerschnittsan- 
sicht durch die erste Dichtung 5 gezeigt. Dabei greift ein an 
der Mantelflache MF des Vorsprungs 4 vorgesehener umlau- 
fender Wulst 13 im geschlossenen Zustand form- und kraft- 
schlussig in eine an der Seitenwand SW vorgesehene umlau- 
fende Ausnehmung 14 ein. Fig. 6 zeigt die erste Dichtung 5 
im noch nicht formschlussig eingerasteten Zustand. 

Die Funktion der Vorrichtung ist folgende: 
Zur Probenvorbereitung wird Nachweislosung in die Kavi- 
tat des Tragers 1 pipettiert. Der Pipettiervorgang kann bei- 
spielsweise mittels eines Pipettierroboters erfolgen. Bei der 
Nachweislosung handelt es sich vorzugsweise um einen so- 
genannten Mastermix, in dem alle erforderlichen Reagen- 
zien zur Durchfuhrung der PGR enthalten sind. Insbeson- 
dere sind ein erster und ein zweiter Primer in der Nachweis- 
losung enthalten. An der Innenseite I des Deckels 3 ist im 
Bereich der Vorspriinge 4 ein dritter Primer gebunden. An 
den dritten Primer ist die nachzuweisende Nukleotidsequenz 
angelagert. Die Anlagerung kann z. B. dadurch erfolgen, 
daB der Deckel 3 zuvor in eine die nachzuweisende Nukleo- 
tidsequenz enthaltende Probenlosung getaucht wird. 

Zur Probenvorbereitung muB nun der Deckel 3 lediglich 
auf den Trager 1 so aufgesetzt werden, daB die Vorspriinge 4 
in die komplementaren Kavitaten 2 eintauchen. Dabei 
kommt der dritte Primer mit der angelagerten Nukleotidse- 
quenz in Kontakt mit der Nachweislosung. Der Deckel 3 
wird mit dem Trager 1 dichtend verschlossen, z. B. indem 
die an den Vorspriingen 4 vorgesehenen Wiilste 13 in die 
komplementaren Ausnehmungen 14 der Kavitaten 2 einra- 
sten. In diesem Zustand wird ein Teil der Nachweislosung in 
den Spalt S verdrangt. 

AnschlieBend wird insbesondere der zwischen der Innen- 
seite I und dem Boden B gebildeter Spalt S der zur Durch- 
fuhrung der PGR erforderlichen Temperaturbehandlung un- 
terzogen. Danach oder auch zwischen jedem Temperaturzy- 
klus wird der zwischen Innenseite I und Boden B befindli- 
che Bereich jeder Kavitat 2 mittels der optischen Einrich- 
tung 7 angeregt und dann unter Verwendung des Fluorome- 
ters 8 auf Fluoreszenz untersucht. Eine Fluoreszenzande- 
rung zeigt das Vorhandensein bzw. Nichtvorhandensein der 
gesuchten Nukleotidsequenz an. 

Die Temperaturzyklen werden durch wiederkehrendes 
Aktivieren bzw. Deaktivieren der IR-Strahlungsquelle 9 
bzw. des Ventilators 10 hervorgerufen. 



Bezugszeichenliste 



1 Trager 

2 Kavitat 

3 Deckel 

4 Vorsprung 

5 erste Dichtung 
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L Verfahren zum Nachweis einer in einer Probe ggf. 
enthaltenen Nukleotidsequenz mittels Polymerase- 
Ketten-Reaktion (PGR), wobei 

a) eine Nachweislosung in mindestens eine an ei- 
nem Trager (1) vorgesehene Kavitat (2) gefullt 
wird, 

b) ein zur Form der Kavitat (2) komplementar 
ausgebildeter Deckel (3) so auf den Irager (1) ge- 
setzt wird, daB die Nachweislosung zumindest 
teilweise in einen zwischen der Kavitat (2) und 
dem Deckel (3) gebildeten Spalt (S) verdrangt 
wird und 

c) der Spalt (S) durch mindestens eine in der 
Nahe einer Offhung der Kavitat (2) vorgesehene 
Dichtung (5, 12) abgedichtet wird. 

2. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei der Nachweislosung ein erster Primer zuge- 
setzt wird. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei der Nachweislosung ein zweiter Primer zu- 
gesetzt wird. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, wobei ein dritter Primer, vorzugsweise mit seinem 
5-terminalen Ende, an die in die Kavitat (2) ragende 
Innenseite (I) des Deckels (3) gebunden ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei die in der Probe 
ggf. enthaltene Nukleotidsequenz an den dritten Primer 
angelagert ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 oder 5, wo- 
bei amplifizierte Nukleinsaure nach AbschluB der Am- 
plifikationszyclen durch Binden an den dritten Primer 
an der Innenseite (I) angereichert wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei die Anreiche- 
rung durch Anlegen eines elektrischen Felds durchge- 
fuhrt wird. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei die Nachweislosung und/oder einer der Pri- 
mer auf deren Fluoreszenzeigenschaften untersucht 
wird/werden. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei bei Anlagerung der nachzuweisenden Nu- 
kleotidsequenz an einen der Primer eine Veranderung 
der fluorogenen Eigenschaften der in der Nachweislo- 
sung befindlichen Stoffe erfolgt. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei bei Anlagerung der nachzuweisenden 
Nukleotidsequenz an einen der Primer eine raumliche 
Beziehung zwischen zwei fluorophoren Gruppen so ge- 
andert wird, daB eine Fluoreszenzreaktion erzeug-, an- 
der- oder aufhebbar ist. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die Nachweislosung zyklisch aufge- 
heizt und abgekuhlt wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei das Aufheizen 
mittels Licht, vorzugsweise Infrarotstrahlung, einer 
Widerstandsheizung oder durch Umspulen der Kavitat 
(2) mit einem Gas oder einer Flussigkeit durchgefuhrt 
wird. 
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13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, wobei das 
Abkiihlen durch Umspiilen der Kavitat mit einem Gas 
oder einer Fltissigkeit oder mittels eines Peltierele- 
ments durchgefuhrt wird. 

14. Vorrichtung zum Nachweis einer in einer Probe 5 
ggf. enthaltenen Nukleotidsequenz mittels Polyme- 
rase-Ketten-Reaktion (PCR) mit 

a) einem Trager (1) mit mindestens einer Kavitat 
(2), 

b) einem zur Kavitat (2) komplementar ausgebil- 10 
deten Deckel (3), der so auf den Trager (1) auf- 
setzbar ist, daB eine in der Kavitat (2) aufgenom- 
mene Nachweislosung zumindest teilweise in ei- 
nen zwischen der Kavitat (2) und dem Deckel (3) 
gebildeten Spalt (S) verdrangbar ist und 15 

c) einer in der Nahe einer Offnung der Kavitat (2) 
angeordneten Dichtung (5, 12) zum Abdichten 
des Spalts (S). 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, wobei eine Ein- 
richtung zum zyklischen Aufheizen und Abkiihlen der 20 
Nachweislosung vorgesehen ist. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 14 oder 15, wobei eine 
Einrichtung zum Untersuchen der Fluoreszenzeigen- 
schaften der Nachweislosung und/oder einer der Pri- 
mer vorgesehen ist. 25 

17. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 16, 
wobei der Trager aus einem lichtdurchlassigen Mate- 
rial, vorzugsweise aus Glas oder Kunststoff, hergestellt 
ist. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 17, 30 
wobei die Kavitat (2) abschnittsweise planar ausgebil- 
det ist, vorzugsweise einen ebenen Boden (B) und eine 
konisch zur Offnung sich erweiternde umlaufende Sei- 
tenwand (SW) aufweist. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 18, 35 
wobei auf dem Trager (1) und/oder an der Innenseite 

(I) des Deckels (3) in zwischen den Kavitaten (2) bzw. 
an der Innenseite (I) des Deckels (3) vorgesehenen Vor- 
spriingen (4) befindlichen Abschnitten eine weitere 
Dichtung (12) vorgesehen ist. 40 

20. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 19, 
wobei der Trager 96 Kavitaten (2) und der Deckel (3) 
96 zur Form der Kavitaten (2) komplementare Vor- 
sprunge (4) aufweisen. 

21. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 20, 45 
wobei der Deckel (3) aus einem elektrisch leitfahigen 
Material, vorzugsweise einem Kunststoff, hergestellt 
ist. 

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, wobei der Kunst- 
stoff ein Polycarbonat, THmethylthiophen, Triamin- 50 
obenzol und/oder ein Polycarben enthalt und die Innen- 
seite (I) des Deckels (3) zumindest abschnittsweise mit 
einer biomolekulbindenden Substanz versehen ist. 

23. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 22, 
wobei der Trager (1) eine, vorzugsweise aus Platin her- 55 
gestellte Elektrode aufweist, so daB ein elektrisches 
Feld angelegt werden kann, durch das in der Nachweis- 
losung enthaltene Nukleotidsequenz auf die Innenseite 
(I) bewegt und durch Feidinversionszyklen angerei- 
chert werden konnen. 60 

24. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 23, 
wobei der Nachweislosung ein erster Primer zugesetzt 
ist. 

25. Vorrichtung nach einem der Ansprilche 14 bis 24, 
wobei der Nachweislosung ein zweiter Primer zuge- 65 
setzt ist. 

26. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spruche 14 bis 25, wobei an der der Kavitat (2) zuge- 
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wandten Innenseite (I) des Deckels (3) ein dritter Pri- 
mer, vorzugsweise mit seinem 5-terminalen Ende, ge- 
bunden ist. 

27. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 26, 
wobei ein zum Anregen von Fluoreszenz zwischen Bo- 
den (B) und der Innenseite (I) des Deckels (3) dienen- 
des Mittel vorgesehen ist. 

28. Vorrichtung nach Anspruch 27, wobei vom Mittel 
zum Anregen stammende Strahlung auf die Innenseite 
(I) des Deckels (3) fokussierbar ist. 

29. Vorrichtung nach einem der Anspruche 27 oder 28, 
wobei das Mittel (7) zum Anregen von Fluoreszenz 
von einer Laserdiode erzeugt wird. 

30. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 29, 
wobei eine Einrichtung (8) zur Detektion der Fluores- 
zenz vorgesehen ist. 

31. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 30, 
wobei eine Einrichtung zur Auswertung der beobachte- 
ten Fluoreszenz vorgesehen ist. 

32. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 29, 
wobei eine Einrichtung zum Bewegen des Tragers (1) 
relativ zum Mittel (7) zum Anregen von Fluoreszenz 
und/oder zur Einrichtung (8) zur Detektion vorgesehen 
ist. 

33. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 32, 
wobei ein facettenaugenartiges Mittel zur separaten 
Anregung und/oder Detektion der Fluoreszenz zwi- 
schen jedem Boden (B) und der Innenseite (I) des dazu- 
gehorigen Deckels (3) vorgesehen ist. 

34. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 33, 
wobei der Deckel (3) und/oder der Trager (1) zumin- 
dest abschnittsweise schwarz gefarbt ist, so daB darauf 
abgestrahlte Warme wirkungsvoll absorbiert wird. 

35. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 34, 
wobei eine Einrichtung zum zyklischen Aufheizen und 
Abkiihlen der Nachweislosung vorgesehen ist. 

36. Vorrichtung nach Anspruch 35, wobei zum Behei- 
zen ein Mittel (9) zur Erzeugung von Licht, vorzugs- 
weise Infrarotstrahlung, eine Widerstandsheizung oder 
ein Mittel zum Umspiilen der Kavitat (2) mit einem 
Gas oder einer Fltissigkeit vorgesehen ist. 

37. Vorrichtung nach Anspruch 35 oder 36, wobei ein 
Mittel (10) zum Abkiihlen, vorzugsweise durch Um- 
spiilen der Kavitat (2) mit einem Gas oder einer Fliis- 
sigkeit oder mittels eines Peltierelements, vorgesehen 
ist. 

38. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 37, 
wobei der Trager (1) einen aus Glas hergestellten Bo- 
den (B) aufweist. 

39. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 37, 
wobei die Dichtung (5) durch eine an der Seitenwand 
(SW) umlaufende Ausnehmung (14) und einen dazu 
komplementaren, am Vorsprung (4) vorgesehenen um- 
laufenden, formschlussig in die Ausnehmung (14) ein- 
rastbaren Wulst (13) gebildet ist. 

40. Vorrichtung nach Anspruch 40, wobei die Dich- 
tung (5) bei einem Druckanstieg in der Kavitat (2) 
selbstabdichtend ist, indem der Wulst (13) gegen die 
Ausnehmung (14) gedriickt wird. 

41. Kit zur Durchfuhrung der Verfahrens nach An- 
spruch 1 mit 

a) einem Trager (1) mit mindestens einer Kavitat 
(2) und 

b) einem zur Kavitat (2) komplementar ausgebil- 
deten Deckel (3), der so auf den Trager (1) auf- 
setzbar ist, daB eine in der Kavitat (2) aufgenom- 
mene Nachweislosung zumindest teilweise in ei- 
nen zwischen der Kavitat (2) und dem Deckel (3) 
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gebildeten Spalt (S) verdrangbar ist, 

c) eine mindestens einen ersten Primer enthal- 

tende Nachweislosung. 

42. Kit nach Anspruch 41, wobei die Nachweislosung 
einen zweiten Primer enthalt. 5 

43. Kit nach Anspruch 41 oder 42, wobei ein dritter 
Primer, vorzugsweise rnit seinem S'-terminalen Ende, 
an eine der Kavitat (2) zugewandte Innenseite (I) des 
Deckels (3) gebunden ist. 

10 
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